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INTRODUCCION:

La produccidén de proteasas extracelulares por micro-
organismos es conocida desde hace tiempo; y en un principio, esa
capacidad fue utilizada como un método de identificacidn de espe-
cies microbianas(z). Para la aplicacion industrial de proteasas
se recurrid inicialmente a preparados enzimaticos, en su mayoria

(5) ¢

provanientes de tejidos animales y vegetales gran incre-

mento en la demanda de estas enzimas se produjo a partir del adfo
1960 como consecuencia de su aplicacidon como aditivo en los deter-
gentes utilizados a nivel industrial y doméstico. El éxito logrado
por la incorporacidén de enzimas a detergentes se alcanzd cuando

se encontraron enzimas microbianas, fundamentalmente las produci-
das por bacterias del género Bacillus(g), que reunian ciertas
propiedades como gran estabilidad en el rango de pH y temperatura
de aplicacion de dichos preparados y elevada actividad en presen-
cia de los componentes de los detergentes, algunos de los cuales
presentan una marcada inhibicidon sobre ciertas proteasas. Es im-
portante también considerar la efectividad y capacidad para elimi-
nar manchas a bajas concentraciones, y la posibilidad de tener
bajos costos de produccion con respecto a los métodos clasicos de
obtencidon a partir de células animales y vegetales.

La gran demanda comercial de estas enzimas condujo a un rapido
desarrollo sobre todo de la produccidn en gran escala, este incen-
tivo tuvo una rapida respuesta en los estudios realizados sobre
los diferentes aspectos biotecnoldgicos que hacen a ia produccidn
de estas enzimas como lo demuestran los numerosos trabajos apare-
cidos después de 1960. Si bien la bibliografia es muy abundante
en lo que se refiere a métodos de aislamiento, seleccidn de cepas
productoras, y estudios de las propiedades de las di ferentes enzimas
producidas por microorganismos(16’],’19’]h’]2), no se encuentra
mucha informacion sobre la composicién de medios de cultivo y las
condiciones tecnoldgicas de proceso de obtencién de dichas enzimas.

En base a las consideraciones anteriores se programaron estu-
dios sobre la influencia de los nutrientes del medio de cultivo y

variables de operacién sobre la produccién enzimatica, con el fin

de establecer las condiciones de optimizacién de proceso.

-1-



El trabajo tiene por fin ademds, colaborar al desarrollo de la
industria en nuestro pais para la produccidon de proteasas que
presentan un amplio espectro de aplicacién y de utilizacion.

Antes de considerar los estudios realizados donde se consig-
nan los resultados obtenidos, se hard referencia a las principa-
les propiedades de estas enzimas y sus principales aplicaciones,
cons iderando especialmente los tipos de enzima y los microorga-
nismos que la producen.

Las proteasas microbianas, segin el pH 6ptimo para su acti-
vidad pueden dividirse en tres grupos(ls)} a saber: proteasas
dcidas, proteasas neutras y proteasas alcalinas. Con respecto
a las proteasas alcalinas, que son objeto de este trabajo, pode-
mos decir que dichas enzimas estan ampliamente distribuidas entre

(9,19,18)

y presentan caracteristicas simila-

(1)

hongos y bacterias
res a las enzimas tripsina y quimiotripsina Dentro de este
grupo, las enzimas mas estudiadas corresponden a las denominadas
subtilisinas, por ser producidas fundamentalmente por una diver-
sidad de cepas de Bacillus subtilis y especies relacionadas.

La nomenclatura de estas enzimas ha sido modificada en varias
oportunidades, lo cual ha causado no poca confusidn.

Si tenemos en cuenta la nomenclatura propuesta por la Comi-
sion de Enzimas, las proteasas alcalinas pertenecen a la categoria

E.C.-3.4.4.16, con el nombre de fantasia de subtilo peptidasa A.

Por otro lado, la nomenclatura propuesta por E.L.Smith para

este grupo de enzimas denomina subtilisina Carlsberg a la primera
subtilisina aislada; a la enzima descripta por Hagihara, la deno-
mina subtilisina BPN, y a la enzima aislada por la compaifa NOVO,
subtilisina Novo(32).

(17)

Keay y Moser purificaron algunas proteasas producidas por
diferentes especies de bacilos y las clasificaron segin su compo -
sicidén aminoacidica, actividad enzimidtica, pH dptimo de actividad
Yy propiedades inmunolégicas. Ellos encuentran sélo dos tipos de
proteasas alcalinas a las cuales denominan bacilopeptidasas Ay
B. La bacilopeptidasa A o subtilisina A incluye a la subtilisina
Carlsberg y a las proteasas alcalinas producidas por Bacillus
licheniformis y Bacillus pumilus. Las bacilopeptidasas B o subti-

lisina B incluyen a la subtilisina Novo y proteasas alcalinas del
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Bacillus subtilis N.R.R.L. 3411, entre otros.

Una diferencia interesante que presentan los microorganismos
productores de estas proteasas alcalinas, es que las especies de
Baci llus subtilis que producen bacilopeptidasa A no producen pro-
teasas neutras y ami lasas en cantidades apreciables. En cambio,
las especies productoras de bacilopeptidasa B también producen
una proteasa neutra y una amilasa(9). Las proteasas neutras son
metaloenzimas y aparentemente no estan relacionadas con las
baci lopeptidasas.

Las dificultades que presenta la eliminacién de impurezas
peptidicas ha complicado la determinacidon de las constantes fisi-
coquimicas de estas enzimas. No obstante, los valores de sedimen-
tacion, difusion y viscosidad muestran que las subtilisinas son
mo léculas compactas. Recientes estudios cristalograficos con rayos
X confirman que la molécula es casi esférica, con un diametro de
aproximadamente 42 A. El centro activo de estas proteasas es el
residuo serina 221 localizado en la superficie de la enzima. Su
HO se encuentra en una posicion tal que posibilita la formacidn
de la unién hidrégeno con el resto histidina ubicado en la posi-
cion 64, Esta disposicién es similar a la que presenta la protea-
sa pancreatica.

Estas enzimas no son estables a todos los valores de pH, aun-
que soluciones conteniendo entre el 10 y 20 % de péptidos autoli-
sados pueden mantener la actividad durante muchas horas a pH
neutro y baja temperatura. A pH bajos (1-2) las subtilisinas son
desnaturalizadas. A valores altos de pH (por encima de 11), tie-
ne lugar una desestabilizacidn de 1la estructura de las subtili-
sinas.

La desnaturalizacidn por efecto del calor es muy rapida por
encima de 55°C. El complejo enzima-DFP (diisopropilfluorfosfato)
es mis estable que la enzima sola, lo cual indicaria que la auto-
digestidn juega un papel importante en el Iimite de estabilidad
de esta enzima, el idn Ca2+ muestra un efecto estabilizante sobre
estas enzimas, especialmente a valores de temperatura entre 50-
60°C. Las subtilisinas son relativamente resistentes a la desnatu-
ralizacion por urea y guanidina en solucidn.

Las subtilisinas no necesitan de cofactores para manifestar
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su actividad. Tanto la subtilisina Carlsberg como la BPN-Novo son

inhibidas por DFP a menos del 1% de su actividad original, debido

. . . . - . (18)

a la reaccidon con el residuo serina ubicado en el sitio activo .
Tanto el indol como el fenol y el hidrosinamato acttan como
inhibidores competitivos de las subtilisinas. Otros inhibidores

son: acetona, acetonitrilo, ciclohexanona, ciclohexanol y alcoho-
les alifaticos.

Especificidad: las subtilisinas pueden hidrolizar tanto las
uniones peptidicas como la unidon éster y resultan también efecti-
vas en reacciones de transesterificacidn y transpeptidacion.

Actividad estearasica: la subtilisina Carlsberg es capaz de
hidrolizar ésteres metilicos de dacidos carboxilicos alifaticos
simples, también ambas subtilisinas hidrolizan la tripropionina,
tributirina, triacetina, etc..

Accion peptidasica: la cadena oxidada de la insulina (cadena B)
es atacada en una diversidad de uniones por las subtilisinas cuando
se les permite actuar durante un largo tiempo(le). No obstante,
puede comprobarse que la unidn Ieuls-tyr16 es escindida mucho mas
rapidamente que cualquier otra unién. Este efecto es comiin para
ambas subtilisinas. La gran susceptibilidad de esta unién a la
hidrélisis por las subtilisinas es debida a la secuencia de resi-
duos aminodcidos contiguos a la unidn. Se considera que estos re-
siduos de la cadena B de insulina se unen a los sitios secunda -
rios de union de la enzima.

PH Optimo: cuando se utiliza como sustrato ésteres sintéticos,
la actividad de las subtilisinas aumenta con el pH. E1 pH 6ptimo
de las enzimas hacia sustratos proteicos depende de una serie de
factores.

El pH Optimo se encuentra entre 10 - 11 cuando se utiliza ca-
seina como sustrato, mientras que para la subtilisina Novo el pH
optimo se encuentra alrededor de 10.

En la siguiente tabla se consignan las principales caractetis-

ticas de las proteasas microbianas.
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Propiedades de

las Proteasas

Proteasas
acidas
Proteasas
neutras

Proteasas
alcalinas

pH

] . Max. Max .

Producidas por: act. est .

Principalmente 2-5 2-6
hong os

Bacterias y 7-8 7-9
hongos

Bacterias y 9-11 5-10
hong os

Me ta lo
enzima
no
Si
no

P.M.

35.000

4L5.000

15.000
30.000

Inhibic.
DFP EDTA Actividad

estedrica
no no escasa
no si no
si no muy alta

Aplicaciones:

podemos citar a la industria de
sido senalado,
su origen en
cuyas propiedades,
medios alcalinos,
preparados detergentes.

ticos

Entre las principales aplicaciones de estas enzimas

fue sumamente rapida.

ductos correspondian al 10%

la produccidon comercial
posibilitaron su
Asi en

de |

1970 sobrepasd el 50% de las ventas totales.

los detergéentes

(1

la expansidn espectacular de esta

8)

, como ya ha

industria tiene

de enzimas microbianas,

fundamentalmente estabilidad y actividad en
incorporacion a los distintos
La aceptacion de estos preparados enzima-

1964

mercado de detergente, y en el afio

las ventas de estos pro-

Las estimaciones ac-

tuales consideran que el mercado para estos polvos detergentes

esta en franca expansién

(9)

Las enzimas utilizadas durante

casi

Bacillus

totalmente

licheniformis.

y Bacillus subtilis.

los Gltimos 10 afios han sido

subtilisinas producidas por cepas seleccionadas de

Otra aplicacidon de estos preparados enzimaticos fundamental -

mente importante para nuestro pais, es en la

(25,31,9,18)

de pieles

una de

las md3s contaminantes de

los

palmente de los hidricos. Por otra parte,

industria del curtido
La industria curtidora es en la actualidad
recursos naturales, princi-

la mayoria de los esta-

blecimientos curtidores en nuestro pais se encuentran en el 3rea
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metropolitana, que por otro lado es la mads densamente poblada, vy
sometida a una elevada polucién. En dicha zona existen mas de
200 establecimientos registrados dedicados al curtido de pieles
por el proceso al cromo, la mayoria de éstos vuelcan directamen-
te sus liquidos 'residuales a los cauces de agua de esta zona Yy
el resto losdescarga en el Rio de la Plata a través de sus colec-
tores. Todos los cursos de agua proximos a los establecimientos
presentan un alto grado de polucidn. La carga organica de un
desagle de curtiembre varia entre 55 vy 115 Kg. de DBO5 por tone-
lada de piel curtida, lo cual equivale al desagie de una pobla-
ciédn compuesta por 1000 a 4000 habitantes (la carga de un liqui-
do cloacal es de 54 g de DBO5 por habitante por dia). Resulta
evidente que esta actividad produce una elevada contaminacidn en
los cursos de agua. Una posible solucidn o atenuacidon de este

problema, consiste en reemplazar el actual sistema de depilado con

S por preparados enzimidticos (proteasas alcalinas) que permiten
eliminar por ese lado, el uso de 5" que de por si constituye un
contaminante muy peligroso, y buena parte de la materia organica
arrastrada por los efluentes, ya que utilizando el depilado enzi-
matico el pelo puede ser recuperado entero y posteriormente comer-
cializado(IS); otra aplicacidon de estas enzimas es en la industria
de la panificacion, donde las proteasas de Bacillus son usadas en
la manufactura de bizcochos para proveer harina con un contenido
suficientemente bajo de proteina, y asi hacer la masa mas traba-
jable, menos elastica, y proporcionar también uniformidad y mejo-
ramiento de aroma y sabor(]’S). La cantidad de enzima requerida

es pequeia y depende de la cantidad y calidad de proteina en la
harina.

La industria de la cerveza utiliza estas enzimas ocasional-
mente en la fabricacion de azlicares de malta de tipo de reemplazo,
Pues a veces es necesario agregar una proteasa para conseguir la
suf iciente degradacién de proteina. El mismo agregado puede ser
necesario en el '"mashing'" convencional si se usa un gran porcen-
taje de aditamento y bajo nivel de malta. Nuevamente las proteasas
de origen bacilar han sido halladas adecuadas para esta aplica-
cién. La concentracién de enzimas requerida depende de una varie-

dad de factores. También se utilizan estas enzimas para prevenir
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el desarrollo de opalescencia en cervezas ligeras, agregandolas

durante las operaciones finales de su manufactura evitando de

esta manera el ”Chillproof”(l’g) de estas bebidas. Las enzimas

bacterianas tienen gran aplicacidén en estos procesos y desarro-
l1os tecnolégicos ulteriores podrian acrecentar considerable-
mente su demanda.

En la industria del pescado(g) las proteasas de Bacillus son
usadas para la obtencidn de harina, aceite y solubles. El resi-
duo s6lido era secado para producir harina y la parte acuosa, que
tiene un alto contenido de vitaminas y proteinas se evaporaba
a 50% de sdlidos y se vendia como soluble de pescados, alterna-
ti vamente se secaba en tambores rotatorios o por spray.

La viscosidad de la fraccion acuosa se acrecienta durante
la evaporacion y tiene tendencia a tornarse gelatinosa. El tra-
tamiento previo con proteasa bacteriana supera ambos problemas
y acrecienta la efectividad de la evaporacién(22’23). El trata-
miento con proteasa es de particular importancia si el producto
debe ser secado.

Se puede citar también otros usos tales como su utilizacidn
para la remocidn de plaquetas dentarias causadas por la inclusidn
de microorganismos bucales en un material organico formado por
dextranos y proteinas. Se ha demostrado que la administracidn de
una mezcla de proteasas y amilasa de Bacillus subtilis en forma
de enjuague bucal, reduce un 50% la formacidon de plaquetas den-

(8,18,36)

Las materias primas basicas

(34)

tarias en seres humanos
para la produccion de grasa animal poseen considerable can-
tidad de proteinas, la recuperacidén de las cuales es importante
para la economia del proceso. La materia prima es calentada bajo
presion a altas temperaturas y la grasa y proteinas se separan.
Este proceso produce considerable desnaturalizacién de las protef-
nas perdiéndose de esta forma parte de su valor nutritivo. El uso
de proteasas bacterianas, y el operar a bajas temperaturas, pro-
duce una considerable mejora en la calidad del material protei co
recuperado.

Otras aplicaciones existentes o potenciales de las proteasas

microbianas, incluyen la recuperacidn de plata de las peliculas
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y papeles fotograficos por digestion de la capa gelatinosa de la

emulsidn, quitado de manchas en la limpieza en seco de la ropa,

tiernizacion de la carne, modi ficacidon de proteinas en cereales

para alimentar infantes, como coadyuvante digestivo, como alivio

de inflamaciones, golpes y magullones, etc..

La expansion en muchos de estos casos depende de los desarro-

llos tecnoldgicos que permitan acrecentar y abaratar los costos

de produccion de estas enzimas, mejoramiento de los métodos de

purificacion y el uso de técnicas de inmovilizacidn satisfacto~-



PARTE EXPERIMENTAL

MI CROORGANISMO:
Se empled para todas las experiencias una cepa

de Bacillus subtilis NRRL 3411. Pues si bien la capacidad de pro-
duccidn de proteasas alcalinas estad extensamente distribuida entre
microorganismos de diferentes especies, la FAO y la Food and Drug
Administration restringen la produccidn industrial de estas enzi-~-
mas a Bacillus subtilis, Aspergillus oryzae y Aspergillus niger
por su demostrada inocuidad sobre seres humanos. Esta cepa de
acuerdo a su clasificacién segin el Bergey's Manual of Determinative
Bacteriology, Eight Edition (1964), presenta las siguientes carac-
teristicas:

Fami lia: Bacillaceae

Orden: Eubacteri ae

Clase: Esquisomicetes

Especie: Bacillus subtilis

Cepa: NRRL 3411

Caracteristicas: Bacilos raramente en cadena; color uni forme con
flagelos laterales, endosporos de 0,8 por 1,5 a 1,8 um; con la
superficie del esporo libreteiida tenuemente. En su germinacidn,
el saco del esporo se rompe ecuatorialmente. Después de emerger
la célula vegetativa, la lisis del saco del esporo es claramente
lenta.

Las colonias en medios agarizados son redondas o irregulares
de superficie mate, transformables en gruesas y opacas, pueden
ser rugosas y pueden transformarse en color crema o marrdn. Las
caracteristicas de las colonias varian grandemente con la compo-
sicion del medio. El desarrollo crecido sobre agar no se dispersa
realmente en los medios liquidos.

El crecimiento en superficie en medios agarizados conteniendo
1% de glucosa da colonias gruesas, frecuentemente rugosas y marro-

nes. Puede formarse un disco rojizo bajo el crecimiento.



MATERIALES Y METODOS:
1.- Medidas de la concentracion celular.

a. Técnica turbidimétrica:

La densidad Sptica de las suspen-
siones celulares fue medida utilizando un espectro fotocolorime-
tro Bausch y Lomb modelo ''Spectronic 20" a 660 nm, utilizando
agua destilada como diluyente.

b. Técnica gravimétrica:
El peso seco de los desarrollos
obtenidos en medio liquido fue medido sobre una alicuota de 10 ml
de cultivo que se centrifugd a 9.000 g durante 20 min. y se lavd

2 veces con agua, y finalmente se secd en estufa a 100-105°C

durante 24 horas.

2.- Medida de pH:
El pH de los desarrollos en medio liquido fue

medi do sobre una alicuota de los caldos utilizando un peachimetro

Seibold.

3.- Medida de la velocidad de absorcidn de O2 (VAO) :

El valor

del VAO en los erlenmeyers agitados y en fermentadores fue evaluado

(4)

en base al método propuesto por Cooper . El método consiste en
medir la velocidad de oxidacidon de una solucion de NaZSO3 por re-

accion con el 02 disuelto empleado en la aeracidn. Se utiliza una

solucidn de Na2503 0,5 a 0,8 N en presencia de Cus0, IOf3M como

catalizador, bajo estas condiciones la velocidad de oxidacidon del
NaZSO3 es mucho mayor que la velocidad de disolucion de 02, e inde-
pendiente de la concentracion de sulfito por encima de 0,015 M. La
solucion de sulfito junto con el catalizador se colocan en el equi-
po a evaluar, se agita y aerea sacando en forma periddica muestras
en las cuales se evalda el sulfito remanente por iodometria. La
concentraci 6n de 02 disuelto es practicamente cero y la velocidad
dc

2 de L L

coeficiente volumétrico total de transferencia de 0. en unidades de

2
fase liquida por unidad de diferencia de concentracién (h-]),

de absorcion de 0, est3da dada por = K,a . C, donde K, a es el

C= concentracion de saturacién de 0, en las condiciones del ensayo

2
en medio liquido.

-10 -



4L.- Medida de la actividad proteolitica:
La actividad proteoli-

tica fue determinada medi ante una modificacién del método de Anson

segun Keay Yy WEldi('S), sobre una alicuota de caldos fermentados
libre de células. La unidad de actividad proteolitica Anson modi -
ficada (uAPAM/ml) se define como la cantidad de enzima capaz de
producir sobre un sustrato al 1% de caseina fragmentos solubles
en 3cido tricloroacético 0,2 M, equivalentes a 0,5 ug de tirosina

a 37°C y en 10 minutos de reaccion.

Reactivos:
Preparacién del sustrato de caseina:

Se colocan 2 g de case-
ina tipo Harnsten en un vaso de precipitado de 100 ml y se adicio-
nan 20 ml! de NaOH 1 N, se agita con varilla de vidrio contra las
paredes hasta formar una pasta uniforme (no se debe calentar), se
adiciona 50 ml de HZO destilada, se disuelve totalmente la pasta
y se ajusta el pH con H3P0h 1:4 hasta el valor deseado, que en
este caso es 10, se coloca el preparado en matraz aforado, de
100 ml y se lleva a volumen con H20 destilada. Esta solucion debe
conservarse en heladera a 4°C por no mis de 72 horas.

Otros reactivos:

Solucidn de 3cido tricloroacético 0,4 M (TCA)

Solucidn de C03Na2 0,4 M (C03Na2)

Reactivo de Folin Cicalteau, dilucidn 1:2 con H20 (FF)

Solucién patrén de tirosina.
Preparacién de la muestra:

La muestra a evaluar esta constituida por

una alicuota de los caldos de fermentacién libre de células, y de-
be diluirse con una solucién 0,01% de acetato de calcio, de tal

manera de obtener alrededor de 200 unidades de actividad proteolf-

tica Anson modificada en la mezcla de reaccién.

Técnica:

Se termostatizan todos los reactivos en bafo de agua a 37°C
durante 5 min. en los tubos de reaccién se colocan 1 ml de muestra
y 1 ml de sustrato de caseina, al cabo de 10 min. se detiene la

reaccién con 2 ml de TCA dejando reposar el precipitado por espacio

-11-
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de 20 min., luego se separa el precipitado ya sea por iiltracion
o centrifugacion.
a) Sobre una alicuota de 1 ml del sobrenadante se agrega | ml de

F.F. y 5 ml de CO3Na2, se incuba 20 min. a 37°C y se lee la absor-

bancia a 660 nm.
b) Directamente se lee la absorbancia del sobrenadante a 275 nm

(Fig. 2). En todos los casos para asegurar la homogeneidad de
las mezclas de reaccidén se utiliza un agitador tipo vortex.

5.- Medida de concentracion de lactosa:

Para esta medida se utilizd

(13)

el método de Hultman modificado por Hyvarinen y Nikkila sobre

una alicuota de los caldos fermentados libre de células.

Reactivos:

3 1 de CH3C00H glacial
L,5 g de Tiourea
180 ml de 0-Toluidina

Preparacidn de los reactivos:

Disolver en 500 ml de CH3COOH glacial
4,5 g de tiourea hasta que no queden cristales (disolucidén com-
pleta). Cuando la tiourea esté totalmente disuelta, se afnaden los
180 ml de 0-Toluidina y se completa a 3 | con acético glacial. Se
guarda en frasco color caramelo en oscuridad y se usa después de
dos dias de preparado.
Técnica:

A 5 ml de la solucidén de O-Toluidina se agregan 20 ul de
muestra y se coloca a bafo maria a ebullicidn durante 5 min.. Se
enfria y se lee su absorbancia a 625 nm. Junto con los tubos
problema se procesan tubos testigo y un blanco de reactivos.
Preparacion de los testigos.

Solucidon madre:

Solucion de lactosa al 5% en acido benzoico. Guar-

dar en heladera. De esta solucidon se pueden hacer los testigos

(fig. 3). 1 ml de solucién '"madre''-=-=====-o-=~== 50 ml (1 g/1)
2 ml de solucidén "madre''--=--=--=-c~««-- 50 ml (2 g/1)
L ml de solucidn "madre''-------====--- 50 ml (4 g/1)
6 ml de solucién "madre''-----=-=------- 50 ml (6 g/1)
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------------------ 50 ml (8 g/1)
----------------- 50 ml (10 g/1)

8 ml de solucién ''madre'’

10 m! de solucidon ''madre’’

Estas soluciones tienen que prepararse con solucioén de acido
benzoico saturada - que $Sirve como conservador.
Para las soluciones problema se usa HZO destilada.

6.- Produccidon especifica:
La produccién especifica fue calculada, divi -

diendo el valor de actividad enzimatica volumétrica, ya sea por el
peso seco o la densidad 6ptica de la muestra obtenida en cada caso.

7.- Productividad:
La productividad se calculé dividiendo la concentra-

cién enzimatica de los caldos fermentados por el tiempo en horas
correspondiente, a la muestra en cuestion.

8.- Medios de cultivo:

Para repicar la cepa se empled el Medio N°1 que

contiene:
Peptona MC 2 ---=-=--=-=------ooooooom- 5 g
Extracto de levadura en polvo ------------- 5 g
Glucosa ===-==-=---=--cc--c-co i mm oo - 1 g
Agar ==--------- s meemem e 20 g
HZO Sttt csp 1000 ml
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TABLA |

CARACTERIZACION DE LAS FUENTES DE NITROGENO EMPLEADAS

Peptona N. Total 2 N - NH2 % Tipo
Hidrolizado pepsinico de higado
MC 2 14,40 5,17 de cerdo.
MC 3 13 6,5 Hidrolizado pancreatico de
caseina.
MC 4 13 6,5 Hidrolizado pancredtico de caseipna
desprovista de fosfatos.
MC 7 13 7,5 Hidrolizado pancredtico de
caseina.
MC 8 14 5,5 Hidrolizado pepsinico de
estomago de cerdo.
Bi ochem 13 7,5 Hidrolizado pancreatico de
carne.
Bactopeptona 14,12 b 17 Hidrolizado triptico de carne.
DI FCO
Caseina 16 -
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, Para el desarrollo del microorganismo en medio liquido se inicia-

) (35)

iron los estudios utilizando el medio N°2 (medio base , donde

'se hicieron modificaciones en cuanto a la naturaleza y concentra-
“ 2+
'cidén de la fuente nitrogenada, concentracidon de Ca , agregados de

tens ioactivos y EDTA. La composicion de este medio era en g/1l:

Lactosa -=--==-=---==c--c--e-co--- 20

Peptona MC 2 =--=-===--=-=-==-------- 10

NaCl] ------------~---------mmm- -=- 1,5

Mg 50~-7H20 -------------------- 0,15

Ca C12.2H20 -------------------- 0,06

POuH2 K == -ccemeemmcem e e e e m 1,5

POhHK2 ------------------------- 1,5

NaZSOu ------------------------- 1,5

Mn C1, tho -------------------- 0,01
En ambos casos el pH fue ajustado a 7,2 antes de esterilizar.
Esterilizacidn:

Todos los materiales y medios de cultivo fueron este-
rilizados en autoclave con vapor saturado de 121°C durante 15 min..
En general, se procedid a esterilizar en forma separada la fuente
de nitrdogeno y fosfatos de la fuente de carbono.

Conservacién de la cepa:

El microorganismo fue conservado bajo dos
formas: por liofilizacidén para periodos largos de tiempo, y sobre
agar recto (medio N°1) bajo capa de vaselina estéril, en heladera
a L°C por espacio de no ma3s de un mes.

Liofilizacidn:
Equipo utilizado:
Consta de una bomba para alto vacio (max lO-h
mm Hg) de tipo mecdnico, doble rotor, de funcionamiento en opera-
cion continua, alta capacidad de bombeo, marca 'Precision Scientific
Co." (modelo 500 Chicago, USA); la misma se conecta a una trampa
de éondensado, sumergida en un vaso Dewar con aire liquido, y por
su intermedio a un colector de cuatro entradas cada una de las
cuales lleva acoplados sendos tubos ramificados que permiten la

conexidn de cuatro tubos para liofilizar cada una. A su vez todo
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el sistema va conectado a un vacuémetro portatil marca "FIC"

(Industria Argentina). El equipo es compacto y sencillo permi-

tiendo series de 16 liofilizados por operacién (ver esquema

Fig. 4). Todas las conexiones del equipo se realizaron con tube-
rias de caucho de silicona para alto vacio de 6 mm. de diame-
tro interno. Los tubos para liofilizacidon son de vidrio neutro

de 100 mm de longitud por 7 mm de diametro externo y 1 mm de

pared.
Técnica:

Se suspende sobre 5 ml de suero equino estéril el desarro-
llo de un tubo de agar inclinado (sobre medio N°1 con 24 a 48
horas de desarrollo en estufa a 30°C) y se lo fracciona en ali-
cuotas de 0,06 ml con pipeta Pasteur en los tubos de liofiliza-
cion.

Estos, luego se conectan a los tubos ramificados en forma
aséptica y se congelan en bafo de alcohol hielo seco (-40°C)
durante 20 min.. Luego, se conectan al colector del equipo, se
enciende la bomba de vacio, dando asi comienzo a la operacidn de
liofilizacién con un vacio de aproximadamente 0,1 mm de Hg. Este
proceso se da por concluido cuando las muestras se despegan facil-
mente de los tubos de liofilizacidn, y han adquirido temperatura
ambiente (aprox. 6 horas). Sin interrumpir el vacio del sistema
se cierran y cortan los tubos de liofilizacion a la 1lama de un
sop lete de metano/OZ; una vez terminada esba operacion se prueban
los tubos cerrados uno a uno con un téster de vacio, siendo aptos
s6lo aquellos en los cuales se manifiesta una fosforescencia simi-
lar a la del equipo debida al vacio de su interior.

Indculos:

Los ensayos se iniciaron a partir de la cepa liofilizada,
la cual se repicé en el medio N°1 que se mantuvo bajo capa de vase-
lina estéril, a partir de estos desarrollos se hicieron repiques
en tubos con medio de cultivo N°1 y después de mantenerlos a 30°C
durante 24 horas se transfiriéd el desarrollo de un tubo a los erlen-
meyers conteniendo el medio N°2 o algunas de sus modificaciones.

La concentracidon inicial de siembra en todos los casos fue similar,

aproximadamente 0,15 UDO.

-19-



0QaiNDIT ™IV ~

dvM3d

— —\30 OSVA

sognl 3@ vNov 30 .\>
0QVHN3) YHvd NOIJVSNIAN0I—- -
INVNS YWYT] 30 VHVAYD |
3LF405 A HVZI114007
i
v S08NL - .
_ ﬂ_ _ = -]
Q04INVH—| ]| ~>vnoonis 3 oan1 s3noiN
1 -
OHLIWONVI+= /qLLJ
\ _/ OIDVA™
vEWO08

gvZI11140171 vdvd 0diN03 3 VW3INDS3

Figura &

-20-



Equipos:
Las experiencias se llevaron a cabo en dos escalas de
trabajo: 1,.- Ensayos en frascos agitados
2.- Ensayos en fermentadores

1.- Los ensayos sobre composicién del medio de cultivo se reali-
zaron en frascos erlenmeyers lisos de 1000 ml de capacidad con
200 m] de medio de cultivo, es decir una relacidon volumétrica !
1:5; estos frascos fueron colocados en un agitador rotatorio de
2,5 cm de excentricidad y una agitacion de 250 rpm en cuarto
estufa a 30°C. En todos los casos los ensayos se efectuaron por
duplicado y siempre se confrontaron con un testigo en el cual se
mantuvieron las condiciones iniciales en cuanto a medio de cultivo
y variables de operacidn. o

Cuando se estudido el efecto de Ia'VAb en esta escala, se tra-
bajé con distintos volimenes de medio de cultivo, obteniéndose
previamente para cada condicién el valor de VAO correspondiente

(4)

2.- Las experiencias en fermentadores fueron llevadas a cabo en

por el método de Cooper

reactores con y sin agitacidon mecdnica, donde se estudio la influ-
encia de la aeracidon sobre la produccidn enzimatica. Se utilizaron
en esta escala dos tipos :de equipos: a) Un equipo de fermentacion
convencional con agitacidon mecadnica marca '"New Brunswick'" integrado
por tres fermentadores de 7,5 1. de capacidad, y provistos de
accesorios para el control de temperatura, velocidad de agitacidn,
presion y caudal de aire. En todos los casos se emplearon 3 | de
medio de cultivo, la relacidn entre la altura del liquido y el
diametro del fermentador fue de 1, 2. N
b) Una columna de fermentacidn

-

no convencional con circulacidn de liquido por inyeccidn de aire,

|
(6)

construida en nuestro laboratorio de 3 1 de capacidad Gtil,
termostatizada en cuarto estufa y con accesorios para el control
de caudal y presidn de aire.

En lasfiguras N5y€se pueden observar los esquemas correspondien-
tes a los equipos utilizados.

En los fermentadores con agitacidn mecidnica se realizaron expe-

riencias a 300, 400, 500 y 600 rpm empleando en todos los casos
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un caudal de aire de 1 1/1.min..
Condici ones de operacidén en fermentadores:

1.- Aire:

El aire producido en un compresor, es esterilizado
antes de su ingreso al fermentador por medio de un filtro que con-
tiene lana de vidrio y prefiltro de algodén previamente esterili-
2ado en autoclave con vapor saturado a 121°C durante 30 min. y.
secado a 100 - 105°C en'éstufa por 3 - 4 hs.

El reqgulador de presion de aire del equipo se ajustdo a un
valor de 10 libras/pulgadaz, y el caudal de aire se ajusta a las
condiciones seleccionadas por medio de una valvula reguladora vy
medi da en un flotametro.

2.- Control de pH:

El medio de cultivo base lleva incorporadas
soluciones de fosfatos que amortiguan las variaciones de pH durante
el proceso, no obstante debido al desarrollo microbiané, el valor
de pH del medio se va modi ficando con el curso de la fermentacidn.
El pH inicial de los medios fue ajustado a 7,2.

3.- Control de espuma:

Fue efectuado en forma manual utilizando
antiespumante a base de siliconas tipo SAG 471, marca Darmex, el
cual fue ensayado previamente en cuanto a su capacidad inhibito-
ria de la sintesis enzimidtica, demostrando ser inocuo, diluido al
10% en agua destilada y esterilizado en autoclave con vapor satu-
rado a 121°C durante 20 min.. La adicidn de antiespumante se hizo
conforme a la formacidon de espuma, pasando por gravedad desde su
reservorio hasta el tanque de fermentacidon al :Jafﬂesté conec tado
por medio de un tubo de caucho siliconado.

L. - Agitacidn:

El equipo convencional consta de un sistema de
agitacidén constituido por 4 paletas planas unidas a un eje verti-
cal que atraviesa al tanque por su tapa para unirse por medio de
una transmision elastica a un motor situado en su parte superior
(Fig. 5). La velocidad de agitacién se regula con un control elec-
tronico que actia sobre el motor, y se mide por medio de un taqui =
metro acoplado al equipo. En la columna, la agitacidn se produce por
inyeccion de aire y se controla variando el caudal de entrada de

este gas.
-22-
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RESULTADOS
EXPERIENCIAS EN ERLENMEYERS
INFLUENCIA DE LA NATURALEZA DE LA FUENTE DE N2'

En estas experiencias se utilizaron diferentes fuentes de N2
tanto de origen. nacional como importado. Se emplearon:

a) Peptonas: Bactopeptona Difco; peptona Biochem, y peptonas MC 2,
MC 3, MC 4, MC 7 y MC 8.b) Caseina.

Todos los ensayos se realizaron empleando el medio N°2 y uti-
lizando las fuentes de nitrdogeno antes mencionadas en la concen-
tracién de 10 g/1. En la tabla 1 se indican algunas caracteristi-
cas de las substancias ensayadas.

En la figura 7 donde se encuentran los resultados obtenidos en
estos estudios se puede observar que los mayores valores de prote-
asa alcalina se obtienen en aquellos medios que contienen caseina.
En 1o que se refiere al crecimiento celular en general se observa
que no existe una correspondencia con la produccion de proteasas
alcalinas. Es de destacar que empleando caseina se alcanza una
produccion que es mayor en un 10% en relacidn al proceso donde se
utiliza el medio base que contiene como fuente de nitrdgeno un
hidrolizado pepsinico de higado de cerdo (MC 2). Las peptonas MC 2,
MC 3, MC 4, MC 7 y MC 8, fueron empleadas en razén de su disponi-

bilidad en nuestro medio.
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EFECTOS DE DIFERENTES CONCENTRACIONES DE CASEINA SOBRE LA
PRODUCCI ON ENZIMATICA.

En razén de los resultados obtenidos en los estudios de la
influencia de la naturaleza de la fuente nitrogenada sobre la
produccién enzimatica, donde la caseina se comportd como la mejor
fuente de nitrdogeno, es que se programaron nuevas experiencias
donde se varié la concentracidn de caseina desde 6 hasta 14 g/1.
Los resultados de estos ensayos se muestran en la tabla Il y la
figura 8 donde se ve que para una concentracién de caseina de 8 g/|
se logran.los mayores valores tanto en actividad volumétrica
6.000 uAPAM/m1 como especifica 895.000 uAPAM/g de proteasa alcali-
na; alcanzandose asi un incremento del orden del 30% con respecto
al testigo que contiene peptona MC 2 en concentracidn de 10 g/1.

En base a estos resultados se adoptd para los ensayos poste-

riores como fuente de nitrogeno caseina pura en la concentracidn

de 8 g/1.
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TABLA I

EFECTO DE LA CONCENTRACION DE CASEINA SOBRE LA PRODUCCION ENZIMATICA

iseTna Peso seco Activ. Enzimatica Prod. Esp. Hora de proceso

g/1) @g/1) (uAPAM/m1) (UAPAM/g) (h)
X 1073

6 5,87 3.700 630 60
8 6,70 6.000 895 60
10 6,75 5.200 770 60
12 5,78 L.800 830 60
14 5,62 4.500 800 60
estigo 6,90 4.700 681 60

Medio de cultivo utilizado (g/1):
Lactosa 20; Caseina variable segin tabla; NaCl 1,5; MgSOh.7H20 0,15; CaCl,.2H,0 0,06;

2°°"2
KH,PO, 1,5; K,HPO, 1,55 Na,SO, 1,5; MnCl,.4H,0 0,01,
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INFLUENCIA DEL AGREGADO DE TENSIOACTIVOS SOBRE LA OBTENCION DE

PROTEASAS ALCALINAS.
En razén de los resultados obtenidos por otros autores

(33,37)
donde se indica la accidn estimulante sobre la produccidn enzi-
matica del agregado de tensioactivos al medio de cultivo, se pro-
gramaron una serie de experiencias donde se estudidé la influencia
de distintos agentes tales como: oleato de sodio, tritéon X-100
(Eter mono (P-(1,1,3,3,-tetrametilbutil)-fenilico) del Propilen-
glicol), Tween 80 (Polioxietilensorbitanomonooleato) y dodeci l-
sulfato de sodio (SDS).

En una primera etapa se hicieron experiencias orientativas
utilizando los tensioactivos antes mencionados en concentraciones
de 0,05 y 0,1 % con el fin de determinar su efecto sobre la pro-
duccion de la enzima.

En la tabla Ill se puede observar el efecto favorable del
Tween 80 y del oleato de sodio; como asi también el efecto inhi-
bidor del Tritén X-100 y del SDS. El incremento observado es de
aproximadamente L40% y 13% con respecto a los procesos donde se
emplea el medio testigo y el medio modificado en su fuente de
nitrogeno sin tensioactivos. Posteriormente se hicieron una serie
de ensayos donde se compard la produccién de la enzima, adicionan-
do los tensioactivos en un caso al comienzo del proceso y en otro
a las 20 horas de iniciado. El agregado de tensioactivo a las
20 horas de proceso no produjo ningin efecto favorable, por lo
tanto en todos los ensayos posteriores el agregado de tensioacti-
vos fue realizado al iniciar el proceso.

En funcidon de los resultados anteriores donde se ensayaron
solamente dos concentraciones de productos y debido al efecto
favorable del agregado de los mismos se realizaron nuevas expe-
riencias donde se ensayaron los tensioactivos mas efectivos en un
rango mas amplio de concentracidn.

Los resultados obtehidos se indican en la tabla IV y Fig. 9
donde se puede observar que los mas altos valores de actividad
enzimatica volumétrica de proteasa alcalina, 11.100 uAPAM/ml, se

obtienen en procesos donde se utiliza Tween 80 en concentracién 0,5 %.
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€1 valor de actividad alcanzado es superior en un 130% con res-
pecto al testigo. En la tabla también se observa que a medida que
aumenta la concentracién de tensioactivo, si bien se produce un
aumento de la actividad enzimdtica los valores de crecimiento
tienden a descender.

Es de destacar que para una concentracidén de Tween 80 de 0,5 g%

se obtiene unaactividad especifica del orden de 1.910.000 uAPAM/g.
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TABLA

INFLUENCIA DE LOS TENSIOQOACTIVOS SOBRE LA PRODUCCION ENZIMATICA

Valores maximos Prod.Esp.

insioactivos Concent. Peso seco Activ. proteol. (uAPAM/g) Tiempo de proceso
(9/%) (g/1) (uAPAM/m1) x 1073 (h)
- - 6,8 6.000 882 60
IEEN 80 0,05 6,5 6.800 1.046 54
JEEN 80 0,10 6,0 6.500 1.083 54
eato de Na 0,05 6,6 6. 200 939 54
leato de Na 0,10 6,4 6.000 937 54
RITON X 100 0,05 0,6 120 200 L5
RITON X 100 0,10 0,5 110 220 L5
.D.S. 0,05 0,7 160 228 L5
.D.S. 0,10 0,6 140 233 45
estigo - 6,9 4.800 695 60

Medio de cultivo empleado, en g/1l:
MgSOh.7H20 0,15; CaCl

2

.2H

2

lactosa 20; caseina 8; NaCl 1,5;
0 0,06; KHZPOH 1,5; KZHPOQ 1,5; NaZSOQ 1,5;

MnClz.hHZO 0,01; Tensioactivo segun tabla.
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TABLA IV

INFLUENCIA DEL AGRABGADO DE TENSIOACTIVOS SOBRE LA PRODUCCION ENZIMATICA

Valores maxkimos Produccion
ensioactivos .Conc. Peso seco Activ. proteol. Especifica Tiempo de procesc
(g/%) (g/1) (UAPAM/m1) (uAPAM/g) (h)
X 1073

- - 6,8 5.900 867 60
ieen 80 0,05 6,5 6.870 1.056 54
reen 80 0,10 6,0 6.600 1.100 54
veen 80 0,50 5,8 11.100 1.913 54
veen 80 1,00 5,0 8 .800 1.760 45
leato de Na 0,005 6,6 5.000 757 45
leato de Na 0,010 6,4 5.600 875 L5
leato de Na 0,05 6,3 6.200 984 54
leato de Na 0,10 6,1 6.000 983 54
»stigo - 6,9 4.850 702 60

Medio de cultivo empleado en g/1: lactosa 20; caseina 8; NaCl 1,5;

MgSOh.7H20 0,15; CaC|2.2H20 0,06; KHZPOQ 1,5; KZHPOQ 1,5; MnCIZ.hHZO 0,01.

Tensioactivo segin tabla.
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INFLUENCIA DE LA CONCENTRACION DE ION CALCIO SOBRE LA PRODUCCION DE PROTEASA

ALCALINA.
En funcion de la importancia que reviste la presencia del i6n
calcio en cuanto a su accidn estabilizante de la actividad enzima-

tica se hicieron una serie de ensayos donde se variéd la concentra-
cion de este ion hasta un valor de 6 x 10 3M. Las concentraciones
ensayadas y resultados obtenidos se indican en la tabla V, donde

se muestra que la concentracidn mas adecuada es la del medio base,

b x lo'“M.
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TABLA V

EFECTOS DE LA CONCENTRACION DE | ON CALCIO
24 Valores maximos Prod. espec.
) X Peso seco Activ. proteol. (uAPAM/q) Hora de proceso
3% M (g/1) (UAPAM/m1) x 1073 (h)
;D 5,6 5.500 982 60
12 5,7 8.900 1.561 60
4 5,8 11.100 1.913 54
B 6,0 10.200 1.700 54
D 6,2 9.100 1.467 54
0 6,4 8.500 1.328 54
0 6,4 8.L400 1.312 54
igo 6,9 4.800 695 60
Medio de cultivo empleado, en g/1: lactosa 20; caseina 8; NaCl 1,5;

MgSOh.7H20 0,15; KHZPou 1,5; KZHPOM 1,5; Nazsob 1,53 MnClz.bHZO 0,01;

CaCIZ.ZHZO segiGn tabla; Tween 80 5.
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INFLUENCIA DE LA CONCENTRACION DE EDTA SOBRE LA PRODUCCION ENZIMATICA

Una vez completados los estudios del efecto de la naturaleza

y concentracidn de la fuente de nitrégeno, adicién de tensioactivos

e influencia de la concentracidn del ion calcio se iniciaron una
serie de experiencias donde se considerdo el efecto de diferentes
concentraciones de EDTA (sal disédica del acido etilendiaminotetra-
acético) en relacién con la produccidn de proteasas alcalinas. Los
resultados de estos ensayos se muestran en la tabla VI donde se

ve que dicho agregado tiene un efecto favorable para la produccidn
de la enzima ya que se observa un incremento del 150% en la produc-
cion de proteasa con respecto al medio testigo. Por otra parte,
también se observa que sobre el crecimiento celular, el aumento de
concentracion de EDTA produce un efecto desfavorable. La concen-
tracion de EDTA que resultd mas adecuada para la produccidn enzi-
matica, fue de 1,5 x 10'“ M; para esa condicidn, se alcanza una

actividad en proteasa alcalina de 12.300 uAPAM/m] en 60 horas de

proceso.
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TABLA VI

VFLUENCIA DE LA CONCENTRACION DE EDTA SOBRE LA PRODUCCION ENZIMATICA

. . Prod.Esp. Valores maximos
Concentracion Peso seco .
de EDTA (M) (g/1) (uAPAT;g) Activ. Proteol.
X 10 (uAPAM/m1)
- 5,7 1.942 11.070
1,5 x 1078 5,2 1.961 10.200
1,5 x 10°° 4,9 2.155 10.560
1,5 x T 4,5 2.733 12.300
1,5 x 1073 4,0 2.250 9.000
1,5 x 1072 3,5 1.400 4.900
Testigo 6,8 720 4.900
Hora de proceso: 60 horas
Medio de cultivo utilizado, en g/1: lactosa 20; caseina 8;
Tween 80 5; NaCl 1,5; MgSOu.7H20 0,15, CaClZ.ZHZO 0,06; KHZPou 1,5;
KZHPOA 1,5; Na,S0, 1,5; MnClz.hHZO 0,01; EDTA variable segdn tabla.



INFLUENCIA DE LAS CONDICIONES DE OPERACION SOBRE LA PRODUCCION

DE PROTEASAS ALCALINAS.

Los estudios de medio de cultivo donde se considerd el efecto
de la naturaleza y concentracidn de la fuente de nitrdgeno, adi-
cién de tensioactivos y concentracidn de EDTA y calcio sobre la
produccién de proteasas alcalinas permitieron balancear un medio
de cultivo con el cual se incrementéd la produccidn enzimatica
en un 150% con respecto al recomendado por la bibliografia. EI
caldo de cultivo seleccionado contenia en g/1: lactosa 20; casel -
na 8; CINa 1,5; MgSOh.7H20 0,15; CaC12.2H20 0,06; MnCIZ.hHZO 0,01,
Tween 80 5; EDTA 0,056; KH PO, 1,55 K HPO, 1,55 NaZSOA 1,5.

Empleando ese medio liquido se programaron una serie de expe-
riencias donde se estudido el efecto de distintas variables de
operacidon tales como: temperatura, preparaciéon, conservacion y
volumen de indculo, y velocidad de absorcidn de oxigeno sobre la
obtencidon y productividad de proteasa alcalina. Los estudios de
influencia de temperatura e indculos fueron llevados a cabo en
erlenmeyers en agitador rotatorio, mientras que los estudios de
la influencia de la velocidad de absorcidn de oxigeno ademds de

la escala de erlenmeyers fueron realizados en fermentadores que

operan con y sin agitacidon mecanica en escala de laboratorio.

-39_



EFECTO DE.LA TEMPERATURA

Tomando como base el trabajo realizado por otros autores(7’26)
donde se considera el efecto de la temperatura sobre la produccidn
de enzimas se programaron una serie de experiencias a las tempe-
raturas de: 25, 27, 30, 33 y 37°C, no fue posible utilizar tempe-
raturas mas bajas por no disponer de las instalaciones que nos
aseguren esa condicién de operacion, los resultados obtenidos se
observan en la figura 10 donde se ve que existe una lineal rela-
cién inversa entre la temperatura de operacidn y la maxima produc-
cién enzimadtica; sin embargo esa correspondencia no se mantiene
para el crecimiento, ya que en todos los casos, el mismo fue similar
y con un valor maximo de 4,5 g/1. Es importante destacar que a
25°C se alcanza una maxima produccion enzimatica de 13.500 uAPAM/m]
lo que representa un incremento del 10% con respecto a procesos
conducidos a 30°C que habia sido la temperatura empleada en todas

las experiencias anteriores de seleccidon de medio.
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INFLUENCIA DE LA CANTIDAD DE INOCULO

En razédn de que la edad y cantidad de inéculo tiene un efecto
importante sobre la produccién de diversos metabolitos de origen
microbiano(ZI’Zh) se realizaron experiencias en erlenmeyers agi-
tados en las cuales se estudié el efecto de diferentes cantidades
de indculos: 1, 5, 8, 10 y 15% del volumen de operacidn. Los
resultados de estas experiencias se indican en la figura 11, donde
se observa que si bien las concentraciones finales de proteasa
fueron similares, se tuvo un efecto marcado sobre la productividad
del proceso, asi podemos observar en la figura 12 que empleando
indculos del 5% se alcanza el valor mas alto de productividad que

es del orden de 205 uAPAM/ml.h.
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INFLUENCIA DE LA VELOCIDAD DE ABSORCION DE OXIGENO

En virtud de que el oxigeno puede tener un marcado efecto sobre

la obtencién de distintos productos biosintéticos(26), incluyendo

las enzimas, es que se programaron una serie de experiencias pre-
liminares que fueron realizadas en erlenmeyers agitados y que pos-
teriormente fueron complementadas en fermentadores de laboratorio.

Se emplearon diferentes relaciones de volumen de medio a volumen

de frasco: 0,4; 0,2; 0,1 y 0,05, los resultados de estas experien-
cias se indican en la figura 13 y en la tabla VIl. Se observa que
se produce un incremento de la actividad enzimatica a medida que
aumenta la velocidad de absorcidon de oxigeno hasta alcanzar un
maximo de 13.760 uAPAM/ml a 715 mli OZ/I.h, mayores valores de la
velocidad de absorcidn de oxigeno no son aconsejables ya que se

produce una disminucion en la produccion de proteasas alcalinas.
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TABLA VI I

'FLUENCIA DE LA VELOCIDAD DE ABSORCION DE OXIGENO SOBRE LA PRODUCCION DE
PROTEASAS ALCALINAS

Valores maximos

VAO Volumen medio Peso seco Prod.Esp. Activ. Proteol. Tiempo de
] Oz/l.h) Volumen f rasco (g/1) 1073 (uAP AM/m 1) Pr?ﬁiso

173 0,4 4,5 1.925 8.663 75

317 0,2 L5 2.733 12.300 69

715 0,1 4,8 2.866 13.760 65
1.138 0,05 4,8 2.794 13.414 65

Medio de cultivo empleado, en g/1: lactosa 20; caseina 8; CINa 1,5;
MgSOh.7H20 0,15; CaC12.2H20 0,06; MnClz.hHZO 0,01; Tween 80 5; EDTA 0,056;
KHZPoh 1,5; NaZSOh 1,5.

Temperatura: 25°C

In6culo: 5%
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ESTUDIOS CON INOCULOS CONGELADOS

Si bien el desarrollo de los procesos en estudio no presenta-
ron inconvenientes en cuanto al comportamiento fisioldgico de la
cepa, es decir que el sistema de mantenimiento por liofilizacidn
y bajo capa de vaselina fueron eficientes, pensando en la aplica-
cién industrial del proceso es que se programaron una serie de
ensayos donde se estudié el mantenimiento del microorganismo en
estado congelado a la temperatura de -16°C. En la tabla VIII se
indican los valores de peso seco de microorganismo, actividad pro-
teolitica volumétrica y produccidn especifica de procesos reali-
zados en erlenmeyers en agitador rotatorio. Los ensayos fueron
realizados hasta las 8 semanas procesando una muestra congelada
por semana. Los resultados obtenidos muestran que el método de
mantenimiento durante ese lapso es muy bueno ya que tanto en el
peso seco como en la actividad proteolitica se obtienen valores
que no varian en este periodo de tiempo (peso seco 4,9 g/1 ;

actividad proteolitica 13.800 uAPAM/mI1) .
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TABLA VI

EXPERIENCIAS REALIZADAS CON INOCULOS CONGELADOS

Prod. espec.

Tiempo en Peso seco Valores maximos

semanas (g/1) (UAPAT;Q) Activ. Proteol.
X 10 (UAPAM/m1)
0 4,9 2.816 13.850
1 4,9 2.816 13.800
2 L, 8 2.854 13.700
3 L, 8 2.864 13.750
4 L, 9 2.816 13.800
5 L,8 2.854 13.700
6 4,8 2.854 13.700
7 4,9 2.816 13.800
8 L, 9 2.816 13.800
Bculo fresco 4,9 2.816 13.800

Medio de cultivo empleado, en g/l: lactosa 20; caseina 8; NaCl1,5;
MgSOh.7H20 0,15; CaClz.ZHzo 0,06; KHZPOA 1,5; Kszoh 1,5; NaZSOQ 1,5;
MnCIZ.hHZO 0,01; Tween 80 5.

Temperatura: 25°C
Indculo: 5%
VAO: 715 mIOZ/l.h



GRAFICA DE UN PROCESO TIPICO

En la figura 14 se muestra la grafica correspondiente a un
proceso tipico con el medio de cultivo y condiciones operaciona-
les resultante de los ensayos efectuados en escala de frascos
agitados.

En la misma se pueden observar la evolucidn del consumo de
lactosa, crecimiento y produccidn enzimitica; cabe destacar el
desfasaje temporal existente entre la maxima concentracidn celular
y la maxima cantidad de enzima, lo que indica que la produccidn
enzimitica estda directamente asociada al desarrollo celular y se
acentia hacia los estadios finales de desarrollo o sea en la
idiofase. Otro hecho importante es que la concentracidn residual
de la fuente de carbono en los caldos fermentados es minima, lo

que indica un 6ptimo aprovechamiento de la misma.
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ESTUDI OS REALIZADOS EN FERMENTADORES CON AGITACION MECANICA

En las figuras 15, 16, 17 y 18 se presentan los resultados o
obtenidos en una serie de experiencias realizadas en fermentado-
res de tipo convencional con agitacidon mecidnica donde se estudid
la produccidon de proteasa alcalina para diferentes condiciones de
aeracion las cuales fueron previamente establecidas en funcidn de
la velocidad de absorciéon de oxigeno.

Observando las figuras a las que se ha hecho referencia se ve
que a medida que se incrementa la velocidad de agitacidn para un
mismo caudal de aire aumenta la produccidon enzimatica hasta alcan-
zar un valor de 1.823.529 uAPAM/g para una velocidad de absor-
cion de oxigeno de 1.375 ml 02/I.h trabajando a 500 rpm caudal
de aire 1 1/1.min. a 25°C de temperatura; mayores valores de
agitacion producen un efecto desfavorable en cuanto a la produccion
de la enzima, con respecto al peso seco se advierte que no existen
di ferencias significativas para todos los procesos obteniéndose
valores comprendidos entre 6,3 v 6,8 g/1. Por otra parte se desta-
ca que la lactosa se consume en menor tiempo para el proceso con-
ducido al mas alto valor de aeracidn empleado que corresponde a
una agitacion de 600 rpm y una velocidad de absorcidn de oxigeno

de 2.226 ml/1.h para un caudal de aire de 1 1/l .min..
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ESTUDIOS DE OBTENCION DE PROTEASAS ALCALINAS EN UN FERMENTADOR
CON CIRCULACION DE LIQUIDO POR INYECCION DE AIRE.

En la tabla IX y en las figuras 19, 20,21 y 22 se indican
los valores\obtenidos en este simple reactor, de las condiciones
ensayadas: 4, 5 y 6 litros de aire por minuto el maximo valor de
produccion especifica de proteasa alcalina de 1.100.000 uAPAM/g
se obtiene cuando se emplea un caudal de .aire de 5 1/min. que
corresponde a una velocidad de absorcidn de oxigeno de 162 ml 02/
1.h determinadas previamente; a un caudal mayor de aire, 6 1/min.,
no se observa un aumento en la produccion de la enzima. Es impor-
tante desbtacar que en los procesos desarrollados en este reactor
se producen importantes cantidades de espuma, lo que nos obligd
a agregar antiespumante en abundancia. La formacidon de espuma
di ficultd muchas veces la medida de peso seco, ya que esto tendia
a depositar los microorganismos en las paredes ded fermentador,
no obstante los valores observados en la tabla no difieren mucho

con los obtenidos en el fermentador tipo convencional.
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TABLA IX

INFLUENCIA DE LA AERACION SOBRE LA PRODUCCION DE PROTEASA ALCALINA
EN FERMENTADORES SIN AGITACION MECANICA

Hora de Activ. Peso Lactosa Prod. especifica
Proceso Proteol. seco (g/1) « 103

(h) (UAP AM/m 1 (g/1) (AP AM/q)

20 700 4,2 18,0. 166

30 1.450 5,8 15,6 250

Lo 2.550 6,8 13,5 375

50 4.050 6,2 10,5 653

60 6.150 5,8 8,6 1.060

70 7.250 6,7 7,9 1.082

80 7.000 6,7 6,8 1.044

VAO 120 ml Oz/l.h (4 1/min.)

20 1.400 3,5 17,7 500
30 3.900 5,2 14,8 750
40 6.050 6,3 12,0 960
50 6.800 6,9 8,7 985
60 7.150 6,9 6,8 1.036
70 7.700 7,0 4,6 1.100
80 7.200 6,8 3,1 1.058
VAO 162 ml 0,/1.h (5 1/min.)
20 600 1,5 17,8 700
30 1.900 6,5 13,5 292
Lo 3.050 6,9 12,3 442
50 3.950 6,4 11,2 617
60 4,200 6,4 8,7 656
70 4.300 6,1 8,1 704
80 4.350 5,9 7,6 737

VAO 192 ml Oz/l.h (6 1/min.)
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CURVAS DE EVOLUCION DE LOS PARAMETROS DE FERMENTACION DE PROCESOS
TIPICOS EN REACTORES EN ESCALA DE LABORATORIO

En las figuras 23 y 24 se muestra la evolucién de los parame-
tros: consumo de lactosa, produccidn de proteasa, pH y crecimien-
to cédlular, para procesos tipicos que fueron realizados en fer-
mentadores con y sin agitacion mecanica. Las curvas corresponden
a procesos en los cuales se obtuvieron para cada caso los mas
altos rendimientos de enzimas, de los resultados obtenidos como
observacidon general surge que si bien la evolucién de los para-
metros presenta un comportamiento similar, en valores absolutos
los niveles de proteasa alcalina son superiores en el caso de las

fermentaciones realizadas en el reactor agitado mecanicamente.
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DISCUSION

De los estudios efectuados sobre la influencia de diferentes
fuentes de nitré6geno, tales como peptona Difco, hidrolizado pan-
credtico de caseina, hidrolizado pancreatico de higado, digerido
triptico de caseina, caseina y mezclas de éstas, etc., la mayor
concentracidon de enzimas fue obtenida cuando se empled caseina;
este efecto puede ser atribuido a que la utilizacion de las otras
fuentes nitrogenadas suministran al medio de cultivo una alta
concentracidon de aminodcidos y polipéptidos de bajo peso molecu-

(28,

lar libres que actuarian reprimiendo la produccién enzimatica

3,20, 29, 38)

En lo que se refiere al estudio de la influencia de tensioac-
tivos, el agregado de algunos de éstos al medio de cultivo produce
una accidon favorable sobre la producciéon de enzimas, ya que los
resultados obtenidos demostraron que el agregado de Tween 80 en
concentracion de 0,5% incrementa la cantidad de enzima en un 130%
con respecto al testigo. Es importante destacar que este efecto
podria estar relacionado, por una parte, a la estabilizacion de
la estructura enzimatica en el medio de fermentacién(37) y por
otro a una alteracidon de la membrana celular modificando su per-
meabilidad(33), lo que facilitaria la secrecion de la enzima al
medio, y como la cantidad de enzima a nivel de membrana tiende a
mantenerse constante (control de retroalimentacidn) aumentaria su

(7)

al incrementar la concentracién de Tween 80 hasta el 0,5%, podria

produccidn La disminucion del crecimiento celular observada
atribuirse a que la mayor produccidon enzimdtica conduciria a una
menor disponibilidad de intermediarios para la formacién de bio-
masa. A mayores concentraciones de Tween 80 (1%) también di sminuye
la produccidn enzimatica debido a alteraciones mds profundas que
pueden llegar incluso a la lisis celular(7).

En cuanto a la influencia de la concentracion del ién calcio
y EDTA, de los resultados obtenidos se desprende que una concen-
tracidon de i6n calcio de 4 x lo-h M, nos asegura altos rendimien-

tos de proteasa alcalina, esto se debe a que el ién calcio actia

como estabilizante de la proteasa alcalina y el EDTA actuaria
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+ 2+
, tales como cu? y Zn

complejando iones metilicos pesados(30)
que pueden hallarse como impurezas de las drogas constituyentes
del medio de cultivo, que son inhibidores tanto de la produccién
enzimética(27) como de la enzima debido a que pueden unirse a
los grupos sulfhidrilo del sitio activo de la enzima, modifican-

do su actividad en forma irreversible(lo)

. Por otra parte, la
disminucién observada por aumento de la concentracidn de EDTA,

por valores superiores al indicado, tanto en la produccién enzi-
matica como en el crecimiento, podria ser explicada por una accidn
secuestrante sobre el i6n calcio y sobre elementos menores, que
son necesarios para el normal metabolismo celular(BO).

La marcada influencia de la temperatura sobre la produccién
de proteasa alcalina, puede explicarse aceptando la formacién de
un represor endogeno. Al disminuir la velocidad de crecimiento
del microorganismo, por disminucién de la temperatura, el nivel
de represor estaria por debajo de un valor critico, lo cual pro-
duciria unaderrepresion de la sintesis enzimadtica. Por otra parte,
esto contribuiria a un menor consumo de inductores de la produc-
cion enzimética(7’20).

Considerando las experiencias en frascos agi tados empdeando
distintas relaciones volumétricas, se muestra que, para la rela-
cién 0,1 se obtienen los mayores rendimientos enzimaticos y que
menores relaciones no favorecen la produccion de la enzima. Este
efecto puede ser atribuido a que, para estas condiciones, se sa-
ti sfacen los requerimientos de aeracién y nutricionales del micro-
organismo para la misma produccién enzimdtica.

Con respecto a los ensayos efectuados en fermentadores en
escala de banco, es interesante destacar el brusco descenso que
ocurre en la produccién especifica desde 1.823.529 uAPAM/g con
una agitacién de 500 rpm hasta 78L4.615 uAPAM/g a 600 rpm; este
efecto, puede ser atribuido a una modi ficacion de la forma de
crecimiento del microorganismo. Para condiciones de maxima produc-
cién, el microorganismo se presenta en agregados celulares de
forma variable, la cual no se conserva a valores de agitacidn

mi3s altos de 500 rpm. Es probable que sea la agitacion la respon-

sable de esta modificacién, disminuyendo sensiblemente la
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produccidon enzimatica.

En cuanto a la eficiencia de la columna, tenemos que consi -
derar que a altos caudales de aire se incrementa la formacidén de
espuma, lo que obliga a agregar importantes cantidades de anti-
espumante; é€sta podria ser una de las causas de la disminucidn
de la actividad enzimdtica; puesto que esta sustancia modifica
la tensidn interfacial en el medio de cultivo, lo que dificulta-
ria los fenémenos de transporte. Por otra parte los bajos valores
de actividad comparados con el fermentador agitado, podrian ser
explicados por una menor velocidad de suministro de oxigeno,
como asi también por los tiempos de mezclados que son sensible-

mente mayores que en el equipo convencional.
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CONCLUSIONES

De los estudios realizados surgen las siguientes conclusio-
nes: 1) En lo que se refiere al balance de medios de cultivo se
ha demostrado que la caseina resultd ser la fuente de nitrdgeno
de eleccidn, ya que ademas de ser econémica con respecto a las
ensayadas su incorporacién a los medios de fermentacidén incre-
menta la produccién enzimatica en un 30% con respecto al medio
original. Por otra parte, es de destacar que la modificacion
introducida en lo que se refiere al agregado de tensioactivos
produce un notable efecto sobre los rendimientos de proteasa
alcalina., alcanzandose valores del orden de 1.900.000 uAPAM/g.

2) En lo que se refiere a temperatura se concluye que en el
rango de temperaturas considerado la mds apropiada fue de 25°C.

3) En cuanto a las experiencias en fermentadores, es de des-
tacar que se ha optimizado las condiciones de operacion demostran-
dose que con un medio balanceado y una velocidad de absorcién
de oxigeno de 1.375 ml 02/I.h en 80 horas de proceso se obtiene
en fermentadores convencionales con agitacién mecdnica una con-

centracion de enzima del orden de 12.400 uAPAM/ml.

En este trabajo se establecen las siguientes condiciones
tecnoldgicas para la obtencidn de proteasas alcalinas:
Medio de cultivo (g/1): Lactosa 20; Caseina 8; CINa 1,5; Mgso,.
7H20 0,15; CaCIZ.ZHZO 0,06; MnClz.bHZO 0,01; Tween 80 §5;
EDTA 0,056; KHZPoh 1,5; KZHPOQ 1,5; Nazsoh 1,5.
Temperatura: 25°C.
Velocidad de absorcién de oxigeno: 1.375 ml OZ/I.h.
Volumen de inbculo: 5%.

Estas condiciones operativas of recen la posibilidad de alcan-
zar altos rendimientos en proteasa alcalina, en fermentadores en
escala de laboratorio, obteniéndose asi los sigquientes valores

de produccioén:



Proteasa alcalina
UAPAM/m]

Produccidn especifica
uAPAM/g

Productividad
uAPAM/ml! . h

Productividad especifica
UAPAM/g.h

12.400

1.823.529
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